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RESUMO

As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por parasitos intracelulares obrigatorios
pertencentes ao género Leishmania e subgéneros Leishmania, Viania e Mundinia que
acometem cerca de 350 milhdes de pessoas ao redor do mundo. O estado de Pernambuco
é historicamente endémico para as duas principais apresentacdes clinicas da doenca:
Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT). O cdo doméstico ainda é
considerado como sendo o principal hospedeiro urbano para Leishmania infantum e de
significativa na transmissao de Leishmania brasiliensis, espéciés que causam quadros de
LV e LT, respectivamente. O municipio de Exu, localizado no sertdo do estado de
Pernambuco, registrou na sua zona urbana e rural, um total de 27 casos de LV e LT em
humanos nos ultimos 5 anos (2013-2018). Utilizando amostras de sangue total 260 cédes
(255 da zona urbana e 5 da zona rural) do municipio, constatou-se que 27,84% (71/255)
caes foram reagentes no teste sorolégico imunocromatografico DPP® LVC
(BioManguinhos), enquanto 40% (2/5) dos cées coletados na zona rural foram reagente
na imunocromatografia. Ap6s a triagem soroldgica, todas as 71 amostras foram
submetidas diagndstico molecular de Leishmania spp, L. (L.) infantum e L. (V.)
brasiliensis através de PCR convencional. Através do georreferenciamento desses dados,
Foi possivel concluir que a LVC na zona urbana do municipio de Exu esta intimamente
relacionada aos casos de LV em humanos e representam um carater de vigilancia para o0s

locais onde a doenca em humanos ainda ndo se faz presente na zona urbana.

Palavras chaves: doencas negligenciadas, saude publica, vigilancia, zoonose



ABSTRACT

Leishmaniasis are anthropozoonosis caused by obligate intracellular parasites belonging
to the genus Leishmania and subgenus Leishmania, Viania and Mundinia that affect
around 350 million people around the world. The state of Pernambuco is historically
endemic for the two main clinical presentations of the disease: Visceral Leishmaniasis
(LV) and Tegumentary Leishmaniasis (LT). The domestic dog is still considered the main
urban host for Leishmania infantum and significant in the transmission of Leishmania
brasiliensis, species that cause LV and LT, respectively. The municipality of Exu, located
in the southeastern state of Pernambuco, recorded in its urban and rural areas a total of
27 cases of LV and LT in humans in the last 5 years (2013-2018). Using 260 dogs (255
urban and 5 rural), 27.84% (71/255) dogs were reactive in the serum
immunochromatographic test DPP® LVC (BioManguinhos), while 40 % (2/5) of the
dogs collected in the rural area were reagent in the immunochromatography. After
serological screening, all 71 samples were submitted to molecular diagnosis of
Leishmania spp, L. (L.) infantum and L. (V.) brasiliensis by conventional PCR. Through
the georeferencing of these data, it was possible to conclude that LVC in the urban area
of the city of Exu is closely related to the cases of VL in humans and represent a
surveillance character for the places where the disease in humans is not yet present in the

urban zone .

Keywords: neglected diseases, public health, surveillance, zoonosis



1. QUALIFICACAO DO PROBLEMA

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas antropozoonoéticas causadas por
parasitos intracelulares obrigatorios de carater digenético pertencentes a Ordem
Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae, género Leishmania e subgéneros
Leishmania, Viania e Mundinia que atingem cerca de 350 milhdes de pessoas ao redor
do mundo (BREDOR, 2003; MIRANDA et al, 2011; ABASI et al, 2014; AKHOUNDI
et al, 2016; ESPINOSA et al, 2016; WHO, 2017).

Cerca de 30 espécies de Leishmania tém sido reportadas como sendo capazes de
infectar animais domésticos, silvestres e seres humanos causando quadros patogénicos de
Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT) (LAISON e SHAW, 1978;
LAISON et al, 1987, BREDOR, 2003).

Estando presentes em todos os estados da federacé@o, no Brasil sdo reconhecidas
pelo menos oito espécies de Leishmania capazes de infectar animais domésticos,
silvestres e seres humanos causando quadros patogénicos de Leishmaniose Visceral (LV)
e Leishmaniose Tegumentar (LT) (LAISON e SHAW, 1978; LAISON et al, 1987,
BREDOR, 2003; SILVEIRA et al., 2002; FREITAS, 2010; AKHOUNDI et al, 2016;
ESPINOSA et al, 2016), tendo como principais espécies envolvidas a Leishmania (L.)
infantum e L.(Viannia.) braziliensis, respectivamente (VALE e FURTADO, 2005).

Nos ultimos anos ocorreram alteraces no perfil de transmissédo, e hoje a LV
encontra-se urbanizada em varias cidades brasileiras de médio e grande porte com a
interacdo da interface silvestre, sinantrépica e ambiente domiciliar (ARIAS et al., 1981;
LAINSON et al., 1981; LAINSON et al., 1982; CORREDOR et al., 1989; LAINSON et
al.,, 1989; TRAVI et al., 1998; GOES et al., 2012; RICHINI-PEREIRA et al., 2014;
TRUPPEL et al., 2014; ABID et al., 2015; GONZALEZ et al., 2015; KASSAHUN et al.,
2015; PAIZ et al., 2015; PASA et al., 2015, CALDART, 2017), tendo 0 0 cdo como
principal reservatdrio nos centros urbanos (LAINSON e RANGEL, 2005; BELO et al,
2013). Por outro lado, a domiciliacdo da transmissdo da LT tem sido sugerida pela
associacdo observada entre a infec¢cdo em humanos e animais domésticos, como cdes e
equideos, em ambientes peridomésticos (PITTNER,et al., 2009; BRITO et al. 2009).

O Estado de Pernambuco é historicamente endémico para LV (LEITE, 2016) e a
LT é endémica em todas as regides, predominantemente na regido Agreste e Zona da
Mata Atlantica (BRANDAO-FILHO et al., 1999; ANDRADE et al., 2005; ANDRADE



et al., 2009, BRASIL, 2011), com a participacdo efetiva na cadeia epidemioldgica de
ambas o cdo doméstico (DANTAS-TORRES, 2010).

O uso de técnicas soroldgicas e moleculares para o diagnostico das leishmanioses
em reservatorios urbanos tem demonstrado ser uma ferramenta Util para uma melhor
compreensdo da dispersdo do parasito em vérias localidades do Brasil (SILVA et al.,
2006; FERREIRA et al., 2007; RONDON et al., 2008; TRONCARELLI et al., 2009;
FREHSE et al., 2010; VIOL et al., 2012; DANTAS-TORRES et al., 2010 SOUZA et.al.,
2014; MARQUES, 2017; LINS et.al., 2018). Aliado ao diagnostico, as ferramentas de
georreferenciamento, tem contribuido para tomadas de decisfes para o enfrentamento dos
agravos dentro da maior até a menor esfera geografica (MARQUES, 2017; LINS et.al.,
2018).

Diante exposto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar,
através de métodos soro-epidemiologicos, moleculares e de georreferenciamento cées

naturalmente infectados por Leishmania spp no municipio de Exu, Pernambuco, Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

As leishmanioses sdo doencas transmitida por vetores, causadas por protozoarios do
género Leishmania (WHO, 2017) que encontram-se concentradas em areas tropicais e
subtropicais do planeta, notadamente em 89 paises do continente Europeu, Africa, Asia e
Américas (ALVAR et al, 2012). Essas enfermidades sdo consideradas de carater
antropozoonético e representam um significativo problema de satde publica (NEVES,
1998, WHO, 2017). Nas Américas, a LV é frequente em 12 paises, sendo o Brasil 0
responsavel por quase a totalidade dos casos humanos notificados (96% dos casos),
enquanto a forma tegumentar (LT) esta dispersa em 20 paises (PAHO, 2017).

A sintaxe se apresenta no plural, pois consiste em um termo global usado para
denominar um conjunto de afeccbes patoldgicas que estdo associadas a infeccdo de
células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) de um hospedeiro vertebrado, cujas
sintomatologias variam, principalmente, de lesdes cutaneas (lesdes graves e mutilantes)
a lesdes viscerais (WHO, 2011). Essas apresentacdes clinicas podem caracterizar quadros
de Leishmaniose Tegumentar (LT) (e suas variaches cutanea e mucocutanea) e
Leishmaniose Visceral (LV) (LAISON e SHAW, 1978; LAISON et al, 1987).

A Organizacdo Mundial de Saude, desde 2006, considera as Leishmanioses dentro
do quadro das seis endemias emergentes prioritarias para a saude publica mundial devido
a sua distribuicdo geogréafica, sendo mais frequente em paises em desenvolvimento
(OMS, 2006).

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

As Leishmanioses sdo causadas por espécies diferentes de protozoarios do género
Leishmania. Estes parasitos possuem comportamento intracelular obrigat6rio no sistema
fagocitico mononuclear, apresentando- se em duas formas: promastigota e amastigota
(GALLEGO, 2004; BRASIL, 2007).

Os protozoarios pertencentes a este género estdo subdivididos em trés subgéneros:
Leishmania, Viannia e Mundinia (AKHOUNDI et al, 2016; ESPINOSA et al, 2016)
(Tabela 1). No Brasil sdo descritos oito espécies, sendo duas do subgénero Leishmania:
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e Leishmania (Leishmania) amazonensis; e
seis do subgénero Viannia: Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) lindenbergi,
Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) naiffi (LAINSON; SHAW, 1998;



SILVEIRA et al., 2002; FREITAS, 2010; AKHOUNDI et al, 2016; ESPINOSA et al,

2016).

Tabela 1: Classificacdo taxondmica do complexo Leishmania e seus subgéneros

Subgénero Espécie Distribuicao
Leishmania L. aethiopica Africa (Etiopia, Quénia)
L. amazonensis América (Brasil, Venezuela, Bolivia)
L. donovani Africa central, sul da Asia, Oriente
Médio, India e China
L. infantum (sindnimo:  Regido do Mediterraneo (Norte da
L. chagasi) Africa e Europa), Sudeste Europeu,
Oriente Médio, Asia central, América
(Brasil, México, Bolivia, Venezuela)
L. major Norte e centro da Africa, Oriente
Médio, Centro da Asia
L mexicana (sin.: Estados Unidos, Equador, Venezuela e
L.pifanoi) Peru
L. tropica Norte e centro da Africa, Oriente
Médio, Centro da Asia e india
L. venezuelensis América (Venezuela)
L. waltoni Republica Dominicana
Viannia L. braziliensis América (Guatemala, Peru, Brasil,
Venezuela, Bolivia)
L. guyanensis América (Guiana Francesa, Brasil,
Suriname, Bolivia)
L. laisoni Brasil, Bolivia, Peru
L. lindibergi Brasil
L. naiffi Brasil Guiana Francesa
L. panamensis Panamd, Colombia, Guiana Francesa
L. peruviana Peru, Bolivia
L. shawi | Brasil
Mundinia L. martiniquensis Martinica, Tailandia

Fonte: (AKHOUNDI et al, 2016; ESPINOSA et al, 2016)

Atualmente, existe um consenso baseado em estudos de biologia molecular e

caracterizacdo filogenética, de que Leishmania chagasi e Leishmania infantum sdo a

mesma espécie. No entanto, para comunicacdo cientifica, deve-se adotar a segunda
nomenclatura devido ser mais antiga (MAURICIO et al.,1999; AZEVEDO, 2004;
GONTIJO e MELO, 2004; KUHLS et al., 2005; ALCANTARA, 2006).



2.2 CICLO DE TRANSMISSAO

Os vetores bioldgicos das Leishmanioses no Brasil e nas Américas sdo insetos da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, ordem Diptera, género Lutzomyia. Os
insetos machos adultos alimentam-se, preferencialmente, de solu¢bes acgucaradas, no
entanto as fémeas sdo hematdfagas por necessitarem de sangue para a maturagéo dos ovos
e possuem habito crepuscular (MENCKE et al., 2003). Essas espécies vetoras de
Leishmania tém um comportamento antropozoofilico e tendem a realizar o repasto
sanguineo varias espécies de animais silvestres e domésticos, particularmente os canideos
(MATUTE et al., 2007; AFONSO e ALVES-PIRES, 2008).

Quando o parasito na sua forma promastigota é inoculado no céo, através da
picada da fémea do flebotomineo, os macréfagos realizam fagocitose deste parasito
(ECKERT, 2013). Apos isso, ocorre diferenciacdo morfologica de promastigota para
amastigota, pois a forma promastigota é sensivel a acidez e acdo de enzimas liticas
presentes no vacuolo do macréfago (AFONSO e ALVES-PIRES, 2008). Em seguida, o
parasita se multiplica, por divisdo binéria, até que haja rompimento celular (ECKERT,
2013) (Figura 1).

Figura 1 — Ciclo de Transmisséo de Leishmania spp.

Fonte: Adaptado de Nascimento (2018)

1-Fleb6tomo inicia o repasto sanguineo inocula através formas promastigostas; 2- As forma promastigotas
sdo fagocitadas por células do SMF; 3- Ocorre um processo de transformagdo de promastigota em
amastigota no interior do macréfago e sequencial multiplicacéo por divisdo binria; 4- O macroéfago repleto
de formas amastigotas se rompe Lise e libera os parasitos na circulacdo; 5- As formas amastigotas invadem
novos macrofagos e se dividem por divisao binéria; 6- O fleb6tomo ao refazer o repasto sanguineo, ingere
sangue contendo as formas amastigotas; 7- No interior do fleb6tomo, ocorre transformacéo das formas de
amastigotas em promastigotas; 8- Formas promastigotas prociclicas se dividem por binarismo, passando
para a fase de promastigotas metaciclicas; 9- As promastigotas metaciclicas (ou forma infectante) migram
pela valvula faringea do flebétomo.



Em alguns casos a replica¢do do parasito nos hospedeiros vertebrados pode sofrer
influéncia da imunocompeténcia destes, cujo parasitismo pode ser debelado em funcéo
da acédo dos linfocitos T do sistema imune do hospedeiro, impedindo, assim a infecgédo
(ROITT etal., 1999; CAMPQS, 2007; MURRAY et al., 2005; GAMA et al., 2004).

2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO
BRASIL

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga crbnica grave, potencialmente fatal
para 0 homem, sendo causada por L.(Leishmania) infantum (LAINSON e SHAW, 1987;
BELO, 2013). O Brasil, ¢ um dos paises mais endémicos para LV no mundo (WHO,
2016; PAHO, 2017). A taxa de incidéncia anual média € de 3,24 casos a cada 100.000
habitantes (BRANDAO et al, 2017). A LV no passado foi considerada uma doenca rural
no Brasil e, ha algum tempo, vem passando por um processo de urbanizacdo devido a
mudancas no comportamento do vetor biologico, a degradacdo ambiental e a migracédo
de populagbes humanas e caninas para grandes centros urbanos (WERNECK, 2008;
HARHAY et al. 2011) (Figura 2).

Figura 2 — Propagacdo da Leishmaniose Visceral para areas urbanas no Brasil (1981-
2009)
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Fonte: Adaptado de Harhat et al. (2011)

Em éareas endémicas do pais, a maioria dos casos registrados ocorrem em

criangas, sendo a maior parte com menos de 10 anos de idade (GONTIJO e MELO, 2004).



Segundo Brandéo e colaboradores (2017), de 10379 individuos notificados com LV no
ano de 2009 a 2013, 6686 sdo criangas com idade até os 4 anos, 1829 com intervalo de
idade entre 5 a 9 anos, 932 com intervalo de idade de 10 a 14 anos, e 932 com idade entre
15 e 19 anos.

Um programa de controle e monitoramento da LV em caninos e humanos
(PCLVC) foi criado pelo Ministério da Saude objetivando reduzir as taxas de transmissao
e os indices de mortalidade e morbidade associados a doenca. Embora as diretrizes do
PCLVC enfatizem a importancia das medidas para redugdo dos riscos, essas estratégias
empregadas ndo tém sido eficazes para a reducdo da incidéncia de LV (ROMERO e
BOELAERT, 2010). Se levar em consideragao os muitos avangos alcangados no controle
de outras doengas infecciosas no Brasil, o controle da LV deve ser considerado um
significativo insucesso (BARRETO et al., 2011).

Assim como em muitos estados do Brasil, desde a década de 1990 a LV é
historicamente endémica no estado de Pernambuco e vem sendo amplamente distribuida
em todas as regides geograficas (regido metropolitana do Recife, regido da Mata
Atlantica, zona do Agreste e semiarido) (DANTAS-TORRES, 2006; LEITE 2016).

2.3.1. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

No Brasil, cerca de 1.600 municipios apresentam transmissao autoctone
de Leishmaniose Visceral em todas as regides (BRASIL, 2014). A regido sul do Brasil
era considerada livre de LVC (ROSSETO et al., 2006; HEUSSER-JUNIOR et al., 2010),
mas em 2010, em San Borja (RS) ocorreu um surto de com mais de 1200 caes
soropositivos (TARTAROTTI et al., 2011). Em um estudo realizado no municipio de
Garanhuns, em Pernambuco, Santos et al (2010) detectou anticorpos 1gG anti-Leishmania
spp em cdes e revelou uma realidade até entdo desconhecida no municipio onde Lins et.al.
(2018) relataram 2,4% de soropositividade em 242 cdes de diferentes bairros.

A relacdo entre seres humanos e caes no domicilio ou no peridomicilio, além do
grande parasitismo cutaneo dos cdes infectados, favorecem a manutencdo ciclo de
transmissio de L. infantum no Brasil (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006;
BRASIL, 2006). A primeira abordagem sobre relacdo: homem, canideos (com alto
parasitismo cutaneo) e vetor bioldgico e LV foi descrita por Deane (1956), quando

observou que a doenca ndo apresentava um carater esporadico constante, que



predominava no meio rural, estando em expansdo para a zona urbana, relacionando a
presenca do céo infectado com os focos endémicos.

Varios estudos tém relatado a ocorréncia de LV em cédes no Brasil através de
inquéritos  soroepidemioldgicos: Paranhos-Silva et al.(1996), obtiveram 23,5%
(395/1.681) de positividade para a doenca em Jequié (BA); em Belo Horizonte (MG),
Ferreira et al. (2007) observaram 63,24% (148/234); na cidade de Fortaleza, Rondon et
al. (2008) tiveram 26,2% (197/750); Frehse et al. (2010), no Paran, em S&o Jose dos
Pinhais, 0,027% (1/364); em Aracatuba (SP) Viol et al. (2012), obtiveram 20,1%
(82/408); em Caruaru (PE) Souza et.al (2014) registrou um aumento de 1,4% (24/1671)
em 2005, para 29,55% (347/1174) em 2010.

Marques (2017), utilizando de métodos de georreferenciamento e
soroepidemiologia, realizou um estudo sobre a dipersdo geogréafica da LVC no oeste do
Rio Grande do Sul e constatou que situacao atual da LV C nos municipios de Uruguaiana,
Itaqui e S80 Borja sdo preocupantes, principalmente ao considerar a expansdo da
enfermidade desde a confirmacéo do primeiro caso autdctone no estado em 2009.

Por outro lado, utilizando métodos moleculares para a identificacdo da presenca
de DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue total de cdes no Brasil, Silva et
al.(2006), em Belo Horizonte (MG), observou 28,57% (28/98) de animais positivos € no
estado de Séo Paulo, Troncarelli et al. (2009), observaram frequéncias de 38% (76/200)
e 36% (72/200) nas cidades de Bauru e Botucatu respectivamente e Viol et al. (2012),
municipio de Aracatuba, constatou 29,66% (121/408). No estado de Pernambuco,
Dantas-Torres et al. (2010), em Mundo Novo, usando amostras de medula Gssea,
constatou 2,43% (1/41) de cées positivos.

A LVC tem sido considerada como doenca imunomediada e a progressao da
infeccdo nos cdes apresenta acentuada resposta humoral com altos titulos de
imunoglobulinas e depressdo da resposta imunoldgica celular (MAIA e CAMPINO,
2008; CARRILLO e MORENO, 2009), determinando o surgimento de animais
assintomaticos ou sintoméaticos (MOLINA, 1994; FONTES e SILVA, 2011).

Os principais achados clinicos em cdes acometidos por LV sdo: dermatopatias ,
onicogrifose, hiporexia, anorexia, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia,
hipergamaglobulinemia, anemia, oftalmopatias, entre outros sinais clinicos (SILVA,
2007). Normalmente, as lesfes cutneas sdo mais comuns e envolvem descamagdo e
eczema, principalmente no espelho nasal e orelhas; Ulceras rasas nas orelhas, cauda,
articulagdes e no focinho (BRASIL, 2006).



2.3.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
NO BRASIL

No Brasil, a LT apresenta diversos padrdes epidemioldgicos, que podem variar de
acordo com a especies de flebotomineo envolvida na transmisséo, populagdo suscetivel,
o0 nivel de exposi¢cdo, bem como a diversidade e competéncia dos reservatérios (BRITO,
2012). A enfermidade pode se apresentar em trés apresentacdes clinicas distintas:
Cutanea, mucocutanea e tegumentar difusa (LAISON e SHAW, 1978; LAISON et. al.,
1987; BRANDAO et. al., 2017).

Nas ultimas decadas, estudos epidemiologicos vém sugerindo mudangas no
padréo de transmissdo da LT: de zonas rurais habitadas para zonas rurais praticamente
desmatadas pela industrializacdo e urbanizacdo e para regides periurbanas (BRASIL,
2017).

Os casos humanos notificados estdo em areas socialmente menos favorecidas,
relacionados principalmente ao sexo masculino, que exercem praticas agricolas,
atividades de desmatamento e/ou reflorestamento, extracdo de madeira, cacga, pesca,
mineracdo, atividades de pesquisa em florestas tropicais, comunidades ribeirinhas ou
adjacentes a florestas, entre outros (PASSOS et. al., 2001; RODRIGUEZ et. al., 2013).

O Ministério da Saude do Brasil, desde 2002, preconiza como modelo de
vigilancia a identificacdo de areas prioritarias para acdo, prevencao e controle da LT. Esse
modelo utiliza o calculo de densidade de casos (nimero de casos de LT por municipio de
residéncia, por km?) (BRASIL, 2002). Segundo Brand&o et al (2017), durante os anos de
2009 a 2013, o Brasil notificou 31179 casos de LT (uma taxa de 9,73 casos por 100.000
habitantes).

2.3.3. LEISHMANIOSE TEGUMENTAR EM CAES

A LT em cées tem sido relatada desde do inicio do seculo passado (PEDROSA,
1913), no entanto era dificil saber quais eram os parasitas que causavam quadros da
doenca em cdes no continente (LAINSON e SHAW, 1979).

Através de melhorias nos métodos de identificacdo (a exemplo da biologia
molecular), hoje € possivel afirmar que as seguintes espécies de Leishmania causam
quadros de Leishmaniose cutanea em cdes nas Américas: L. (Viannia) braziliensis
(MAYRINK et al, 1979), L. (V.) peruviana (HERRER, 1951), L. (V.) panamensis
(HERRER e CHRISTENSEN, 1976) e L. (V.) colombiensis (DELGADO et al., 1993).



Dantas-Torres et. al (2010), através de métodos soroldgicos e moleculares,
identificou 51% caes positivos para Leishmania brasiliensis em uma area endémica para
LT no estado de Pernambuco, sendo que 21% destes cdes apresentavam sinais sugestivos
da doenca que, em cées, sdo semelhantes aos casos da doenca em humanos: como lesées
ulcerativas e descamativas cutaneas e mucocutaneas na regido de pavilhdo auricular,
plano nasal, regido labial e periocular (AL-BAJALAN et. al., 2017).

2.4 DIAGNOSTICO DAS LEISHMANIOSES NA ESPECIE CANINA

2.4.1. Diagnostico Parasitoldgico

Durante muitos anos, o diagndstico tanto das leishmanioses em inquéritos caninos
eram realizados através de exames parasitologicos (ALVES;BEVILACQUA, 2004). Os
métodos parasitologicos ainda representas o “Padrao-Ouro” para o diagnostico definitivo
e resume-se na visualizagdo de formas amastigotas de Leishmania spp intracelulares ou
livres em amostras citoldgicas, a exemplo de citologia esfoliativa, biopsias de medula
0ssea, as pirados de linfonodos e também através de histopatologia (GREENE, 2012;
MAGNO, 2007). Por ser rapido, de facil execucéo, baixo custo, pouco traumatico e com
100% de especificidade, 0 método parasitoldgico representa tem carater de eleicdo na
confirmacdo da LVC. Porém, devido a alguns fatores (coleta, qualidade da amostra e
carga parasitaria), a sensibilidade do exame pode ser baixa (MAGNO, 2007).

Além dessas formas de diagnéstico direto, 0 método de imunohistoquimica é
considerado muito sensivel e especifico para deteccdo de formas amastigotas se
comparado a avalia¢des citologicas e histopatoldgicas (TAFURI et al., 2004). Através do
método de isolamento em meio de cultura também é possivel realizar diagnostico direto
de Leishmania spp, no entanto ha limitacGes no que se refere ao tempo dos resultados e
a baixa sensibilidade, sendo pouco usado na rotina clinica e diagnostica (RIBEIRO, 2007;
MAGNO, 2007).

2.4.2. Diagnostico Sorologico

Os exames soroldgicos, atualmente no Brasil, sdo o0s mais utilizados para
diagndstico de Leishmanioses em cdes (PARANHOS-SILVA et al. 1996; FERREIRA et
al. 2007; RONDON et al. 2008 FREHSE et al. 2010, VIOL et al. 2012, SOUZA et.al
2012; MARQUES, 2017). A partir da década de 1960, a Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) comecou a ser utilizada para diagndstico, por se tratar de um teste rapido,
de facil de execucdo e de baixo custo (ALVES; BEVILACQUA 2004; IKEDA-GARCIA;
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FEITOSA, 2006). A técnica foi também preconizada pelo Ministério da Saude do Brasil
para realizacdo de inqueéritos soroldgicos caninos (GONTIJO e MELO, 2004). Em casos
de Leishmaniose Tegumentar em cées, o diagnostico é semelhante ao realizado na doenca
humana (BRASIL, 2007).

Ainda dentro dos métodos soroldgicos para diagnéstico das Leishmanioses,
método ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) se difundiu no Brasil, pois trata-
se de um exame rapido, relativamente simples (LIMA et al., 2005; SCALONE et al.,
2002) e que permite o processamento de significativo nimero de amostras em pouco
tempo (MAIA; CAMPINO, 2008). Porém, estes exames diagndsticos devem ser
interpretados com cautela, uma vez ndo tém total sensibilidade e especificidade, além de
que podem haver “falsos-positivos”, principalmente em casos doengas causadas por
outros hematozoarios (BARROS et al, 2012; RIBEIRO, 2007; SOLANO-GALLEGO et
al., 2009). Além da Imunofluorescéncia e do Elisa, a Fixacdo de Complemento (FC) e o
Western blotting podem ser realizados como exames sorologicos para o diagnostico de
Leishmania spp (GRIMALDI, et al., 2012).

O Ministerio da Saude do Brasil preconiza como protocolo legal de diagnostico
de Leshmaniose Visceral Canina, teste soroldgico imunocromatografico de triagem
(DPP®: Dual Path Platform), que possui como antigeno uma proteina recombinante de
L. infantum rK26/ rK39 (GRIMALDI et al., 2012; MARCONDES et al., 2013). Apds a
triagem, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) é procedido como exame confirmatdrio para
a doenca (BRASIL, 2014).

2.4.3. Diagnostico Molecular

Com o desenvolvimento da técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR),
tornou-se possivel identificar e amplificar seletivamente o DNA do cinetoplasto de
Leishmania spp (ALVES; BEVILACQUA, 2004). E uma técnica mais especifica e
sensivel, mas que depende do tipo de amostra utilizada, do método de extracdo do DNA
e da carga parasitaria do animal (IKONOMOPOQULOS et al., 2003). A PCR é um exame
excelente no que diz respeito a especificidade e a sensibilidade que pode ser usado como
método qualitativo, especialmente em presenca de resultados soroldgicos duvidosos
(CAMPILLO et al., 1999). Por outro lado, também tem utilidade como método
quantitativo através da técnica real-time PCR (RT-PCR) (GOMES et al., 2008).
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2.5 GEORREFERENCIAMENTO ASSOCIADO A EPIDEMIOLOGIA E AO
DIAGNOSTICO DAS LEISHMANIOSES.

Os recentes avangos na tecnologia, principalmente no desenvolvimento dos
Sistemas de Informagdes Geogréficos (SIG), favoreceu a reincorporacdo do lugar e do
espago como variaveis de relevancia nas andlises epidemiol6gicas (BARATA e
WERNECK, 2012).

Os estudos que objetivam avaliar as relag6es entre salide e espaco devem priorizar
caracteristicas relacionadas a uma populacdo e ao ambiente onde estas estdo inseridas
(SOUZA-SANTOS et al., 2008; BRASIL, 2014). De acordo com Barata e Werneck
(2012), estudos embasados na correlacéo geografica, permitem uma melhor compreensao
analises epidemiologicos, pois permitem analisar a relagéo espacial de eventos voltados
a satde comparando com caracteristicas ambientais, socioecondémicas e demograficas.

Através da analise espacial torna-se possivel identificar diferentes localidades
dentro de um mesmo municipio com taxa de frequéncia e incidéncia semelhantes, o que
indica que casos de Leishmanioses podem ndo estar concentrados em uma unica regido,
mas dispersos por todo o municipio (MARQUES, 2017). Alguns estudos tém sido
realizados e contataram que o diagnostico geografico da dispersdo espacial das
Leishmanioses pode auxiliar na implementacdo de acdes diferenciadas para a prevencao
e controle destas enfermidades dentro de um mesmo municipio (TEIXEIRA-NETO et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2015; MARQUES, 2017)
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4 .OBJETIVOS

4.1 GERAL
Avaliar através de métodos soroldgico, molecular e de georreferenciamento, a

infeccdo por Leishmania spp em cdes no municipio de Exu, Pernambuco, Brasil.

4.2 ESPECIFICOS

e Pesquisar no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo do Ministério da
Educacdo, a quantidade de casos humanos de Leishmaniose Visceral e
Tegumentar notificados no municipio de Exu nos ultimos 5 anos.

e Georreferenciar os casos humanos dentro da localidade.

e Realizar inquérito soroldgico em caninos pertencentes as zonas urbana e rural do
municipio de Exu.

e Identificar molecularmente Leishmania spp. em amostras biologicas coletadas a
partir de caninos domésticos pertencentes as zonas urbana e rural do municipio de
Exu.

e Georreferenciar os caes infectados.
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CAPITULO |
CARACTERIZACAO SOROLOGICA, MOLECULAR E ESPACIAL DE CAES

NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania spp. NO MUNICIPIO DE
EXU, PERNAMBUCO, BRASIL.
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CARACTERIZACAO SOROLOGICA, MOLECULAR E ESPACIAL DE CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania spp NO MUNICIPIO DE
EXU, PERNAMBUCO, BRASIL.

SEROLOGICAL, MOLECULAR AND SPATIAL CHARACTERIZATION OF
DOGS NATURALLY INFECTED BY Leishmania spp. IN THE MUNICIPALITY
OF EXU, PERNAMBUCO, BRAZIL.

RESUMO

O estado de Pernambuco é historicamente endémico tanto para Leishmaniose
Visceral (LV) quanto para Leishmaniose Tegumentar (LT). O cdo doméstico ainda é
incriminado como sendo o principal hospedeiro urbano para Leishmania infantum e de
significativa na transmissao de Leishmania brasiliensis, espécies que causam quadros de
LV e LT, respectivamente. O municipio de Exu, estado de Pernambuco, registrou na zona
urbana e rural, um total de 27 casos de LV e LT em humanos nos ultimos 5 anos (2013-
2018). Com o0 objetivo de identificar espécies de Leishmania em caninos urbanos no
municipio de Exu, foram coletadas amostras de sangue total e soro de 260 caes (255 da
zona urbana e 5 da zona rural), realizado inquérito soroldgico através do teste
imunocromatografico DPP® LVC (BioManguinhos), feita analise molecular de
Leishmania spp., L. (L.) infantum e L. (V.) brasiliensis por PCR convencional e procedido
georreferenciamento desses caes infectados. Através do georreferenciamento dos cées
infectados, foi possivel concluir que a Leishmaniose Visceral Canina no municipio de
Exu esta intimamente relacionada aos casos de LV em humanos e representam um carater
de vigilancia para os locais onde as doencas ainda nao sdo incidentes mesma area.

Palavras chaves: caninos; georreferenciamento; saude publica, vigilancia
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ABSTRACT

The state of Pernambuco is historically endemic for both Visceral Leishmaniasis (LV)
and Tegumentary Leishmaniasis (LT). The domestic dog is still incriminated as being the
main urban host for Leishmania infantum and significant in the transmission of
Leishmania brasiliensis, species that cause LV and LT frames, respectively. The
municipality of Exu, state of Pernambuco, recorded in the urban and rural areas, a total
of 27 cases of LV and LT in humans in the last 5 years (2013-2018). In order to identify
Leishmania species in urban canines in the city of Exu, total blood and serum samples
were collected from 260 dogs (255 from the urban area and 5 from the rural area). A
serological survey was performed using the DPP® LVC immunochromatographic test,
made molecular analisys to (L.) infantum and L. (V.) brasiliensis by conventional PCR
and proceeded georeferencing of these infected dogs. Through the georeferencing of the
infected dogs, it was possible to conclude that Visceral Canine Leishmaniasis in the
municipality of Exu is closely related to the cases of LV in humans and represent a

surveillance character for the places where the diseases are not yet incident the same area.

Keywords: canines; georeferencing; public health, surveillence
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses ainda sdo um grande problema de saude publica nas
Américas, sendo consideradas doencas tropicais antropozoondticas negligenciadas
(KASZAK et al. 2015). Sao doencas de transmissdo vetorial de carater complexo que
envolve diferentes espécies de parasitos, reservatorios e vetores (ALVES e FAUSTINO,
2005; PAHO/WHO, 2017).

No Brasil, s@o reconhecidas pelo menos oito espécies de Leishmania capazes de
infectar animais domésticos, silvestres e seres humanos causando quadros patogénicos de
Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT) (LAISON e SHAW, 1978;
LAISON et al. 1987, BREDOR, 2003), tendo como principais espécies envolvidas a
Leishmania (Leishmania) infantum e L. (Viannia.) braziliensis, respectivamente (VALE,
2005).

Nos ultimos anos ocorreram alteragdes no perfil de transmisséo, e hoje a LV
encontra-se urbanizada em varias cidades brasileiras de médio e grande porte com a
interacdo da interface silvestre, sinantropica e ambiente domiciliar (GOES et al. 2014),
tendo o o cdo como principal reservatorio nos centros urbanos (LAINSON e RANGEL,
2005; BELO et al. 2013). Por outro lado a domiciliacdo da transmissdo da LT tem sido
sugerida pela associacdo observada entre a infeccdo em humanos e animais domésticos,
como caes e outros animais que vivem ambientes peridomésticos (PITTNER et al. 2009;
BRITO, 2009; DANTAS-TORRES et al, 2010).

A utilizacdo de técnicas sorologicas e moleculares no diagnéstico da LV e LT
em animais que participam da cadeia epidemiologica de transmissdo tem sido utilizado
com sucesso na deteccdo de casos novos e inquéritos epidemiologicos, sendo importante
no monitoramento da infeccdo nas diversas regifes do Brasil (DANTAS-TORRES et al,
2010, LINS et al, 2018).

Por outro lado, o georreferenciamento da infeccdo nas diversas espécies tem
sido uma ferramenta importante na compreensao de variantes epidemioldgicos, pois
permitem avaliar a relacdo espacial de eventos voltados a saude comparando com
caracteristicas ambientais, socioeconémicas e demograficas (BARATA e WENECK,
2012; LINS et al, 2018) facilitando deste modo o entendimento da dispersdo e o
comportamento da doenca no tempo e no espaco de uma mesma localidade (SOUZA-
SANTOS, 2008; BRASIL, 2014).

O Estado de Pernambuco é historicamente endémico para LV (LEITE, 2016) e
LT é em diversas mesorregides (BRANDAO-FILHO et al., 1999; ANDRADE et al.,
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2005; ANDRADE et al., 2009, BRASIL, 2011), com a participacdo efetiva na cadeia
epidemioldgica de ambas o cdo domeéstico (DANTAS-TORRES et al, 2010).

Contudo o estado de Pernambuco ainda carece de mais estudos que relacionem a
dispersdo geogréfica de espécies causadoras de Leishmanioses e casos humanos em areas
endémicas. Sendo assim esse trabalho teve como objetivo a caracterizagdo soroldgica,
molecular e espacial de cdes naturalmente infectados por Leishmania spp. no municipio

de Exu, Pernambuco, Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

O Estudo foi realizado no municipio de Exu ( 07°30'43"S 39°43'27"0), estando
a uma altitude de 523 metros, na regido do sertdo do Araripe, na divisa entre os estados
de Pernambuco e Ceara, nordeste do Brasil (IBGE, 2018). (FIGURA 1)

— )
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Figura 1 — Localizacdo geogréafica do municipio de Exu.
2.2 Tipo de Estudo

Inicialmente foi realizada através da busca ativa nos dados do Sistema de

Informacdo de Agravos e notificagdes (SINAN), fornecida pela Secretaria Estadual de
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Saude de Pernambuco, para identificacéo as areas de ocorréncia de casos de LV E LT em

humanos no municipio de Exu.

2.3 Aspectos Eticos
Todos os procedimentos aqui realizados foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UFRPE.

2.4 Animais Estudados

Apds a coleta de dados do SINAN, e a identificagdo dos locais, foram realizadas
as coletas em cées diferentes racas e idades, entre machos e fémeas em ambientes
domiciliares, peridomiciliares em um raio de 1 km da(s)residéncia(s). Os tutores foram
informados sobre 0s objetivos da pesquisa, assinando um Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (APENDICE 1).

2.5 Coleta de amostras bioldgicas e triagem dos cées

Foram coletadas, de maneira asséptica, amostras de sangue por venopungao
jugular, cefalica ou safena lateral. As amostras foram distribuidas em 2 tubos de ensaio,
sendo 1 tubo sem anticoagulante e outro tubo com solucdo anticoagulante, acido
etilenodiaminotetracétito (EDTA). Em seguida foi realizada uma triagem através de
testagem soroldgica via imunocromatografia utilizando o Teste Rapido DPP® LVC

(BioManguinhos).

2.6 Diagndstico Molecular

2.6.1 Extracdo de DNA de sangue total
O material coletado foi congelado e mantido a temperatura de -20°C para posterior
extracdo de DNA. O DNA genémico foi extraido utilizando-se o Kit DNeasy Blood

(QiagenR Hilden-Germany), de acordo com as instrucgdes do fabricante.

2.6.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
As reacGes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador da seguinte
maneira:

Leishmania spp:
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1 ciclo D 94°C — 5 min.; A 65°C — 1 min; E 72 °C — 1 min., 29 ciclos D 94°C —
1 min.; A 65°C — 1 min; E 72°C — 1 min. e E final 72°C — 5 min. Os primers utilizados
para a PCR de Leishmania spp (L1 e L2) foram os descritos por Michalsky et al. (2002):
L1: (5 — GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA-3") e L2: (5 — GGC CCACTA TAT
TAC ACC AAC CCC -3).

L. (Leishmania) infantum:

1 ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 60 °C por 20 segundos, extensdo a
72°C por 30 segundos e extenséo final a 72°C por 5 minutos. Os primers utilizados foram
0os MC1: (5 -~ GTT AGC CGATGG TGG TCT TG - 3’) e MC2: (5> —CAC CCATTT
TTCCGATTT TG - 3”), descritos por Cortes et al. (2004), que permitem a amplificacdo
de 447 pares de base do DNA.

L. (Viannia) brazliensis:

1 ciclo D 95°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos D a 94°C por 60 segundos,
anelamento a 60,5° C, extensdo a 72°C por 60 segundos e extensao final a 72° C por 10
minutos. Os primers utilizados para a PCR de Leishmania (Viannia) brasiliensis foram
como descritos por Reithinger et al (2000): B1 (5’- GGG GTT GGT GTA ATA TAG
TGG -3")e B2 (5’- CTA ATT GTG CAC GGG GAG G 3°).

Os produtos amplificados foram analisados por meio de eletroforese horizontal
em gel de agarose 2% em um tampao TAE 1X, utilizando o corante BlueGreen®, usando
marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - GibcoBRL-Life Technologies, MD,
USA). Posteriormente, os geis foram visibilizados e analisados por meio de um

transiluminador ultravioleta acoplado a um computador com software de imagens.

2.7. Georreferenciamento

Todos os cdes infectados por Leishmania spp. na analise molecular foram
georreferenciados utilizando o sistema de posicionamento global GARMIM GPSMAP
76 (Olathe, KS, USA) e as coordenadas geograficas ajustadas para a regido proxima de
onde as mesmas ocorreram com a ajuda do programa Google Earth® (Mountain View,
CA, USA). Um banco de dados foi utilizado para armazenar e organizar estas
informacGes. Apds o georreferenciamento, estes dados foram utilizados no programa
ArcGIS™ versdo 10.0, para a confeccao de mapa e andlise espacial da ocorréncia da

doenca.
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3. RESULTADOS

Segundo as fichas do SINAN, o municipio de EXU, durante os anos de 2013 a
2018 notificou 27 casos de Leishmanioses, sendo sete de Leishmaniose Visceral (LV) e
20 de Leishmaniose Tegumentar (LT), dispersos na zona urbana e rural. (BRASIL, 2018).

Do total de casos humanos notificados das Leishmanioses durante os anos de
2013 a 2018, 66,6% (18/27) se concentram na zona rural, enquanto que 33,3% (9/27), se
concentram na zona Urbana. Na apresentacdo visceral da doenca, 42,8% (3/7) dos casos
se concentraram na zona urbana do municipio, enquanto que 57,1% (4/7) foram
notificados na zona rural. Ja em se tratando de LT, apenas 20% (4/20) dos casos estavam
concentrados na area urbana do municipio, enquanto que 80% (16/20) se concentram na
zona rural (TABELA 1).

Do total de casos humanos notificados das Leishmanioses durante os anos de
2013 a 2018, 70,3% (19/27) se concentram na zona rural, enquanto que 29,6% (8/27), se
concentram na zona Urbana. Na apresentacéo visceral (LV) da doenca, 42,8% (3/7) dos
casos se concentraram na zona urbana do municipio, enquanto que 57,1% (4/7) foram
notificados na zona rural. Ja em se tratando de forma tegumentar (LT), apenas 25% (5/20)
dos casos estavam concentrados na area urbana do municipio, enquanto que 75% (15/20)

se concentram na zona rural.
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Tabela 1: Distribuicdo geografica dos casos humanos de LT e LV no municipio de Exu,

Pernambuco.
Bairro/ Apresentacdo clinica Zona
Sitie
LV LT
Centro 2 3 Zona Urbana
Wilson. M.
Saraiva 1 1 Zona Urbana
Vila N. 1 Zona Urbana
Senhora
Cacimbas 1 2 Zona Rural
Inga 1 Zona Rural
Timorante 2 Zona Rural
Raquel 1 Zona Rural
Canto Alegre 1 Zona Rural
Zé Gomes 2 Zona Rural
Estancinha 1 Zona Rural
Serra do 1 Zona Rural
Bucei
Serra da 2 Zona Rural
Arara
Matosinho 1 Zona Rural
Barrinha 1 Zona Rural
Serrada 1 Zona Rural
Inveja
Gadelhas 1 Zona Rural
Gravata 1 Zona Rural
TOTAL 7 20

Adaptado de Brasil (2018)



Dos 260 caes analisadaos (255 da zona urbana e 5 da zona rural), 27,84% (71/255)
e 40% (2/5) foram reagentes ao teste imunocromatografico. Uma vez realizada a triagem,
todas as 71 amostras dos cdes reagentes na imunocromatografia tiveram seu DNA
extraido e foram submetidas ao diagndstico molecular.

Das 71 amostras analisadas, 22 tiveram seu DNA amplificado para Leishmania
spp, sendo 21 amostras da zona urbana e 1 na zona rural. Das 22 amostras amplificadas
para Leishmania spp., 21 tiveram seu DNA amplificado para L. (Leishmania) infantum,
sendo 20 amostras pertencentes a 20 cdes de 4 bairros da zona urbana e 1 amostra
pertencente a 1 cdo de 1 sitio da zona rural. Nenhuma amostra teve seu DNA amplificado
para L. (Viannia) brasiliensis e 1 amostra ndo amplificou nenhum dos dois primers
(TABELA 2).

Tabela 2: NUmero de cdes infectados com Leishmania infantum no Municipio de Exu,

Pernambuco, Brasil.

N° de cées infectados com L.

Zona Bairro/Sitio infantum
Urbana Gonzagao 2
N. Sra. Aparecida 6
Wilson. M. Saraiva 10
Centro 2
Rural Cacimbas 1
TOTAL 5 21
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A maior densidade de cées infectados por Leishmania infantum no municipio de

Exu se deu na zona urbana, principalmente nos bairros Wilson Moreira Saraiva, seguindo

pelos bairros Nossa Senhora Aparecida, Centro e Gonzagéo, respectivamente. Na zona

rural, apenas 1 cdo do sitio Cacimbas foi diagnosticado como sendo portador do mesmo

parasito (FIGURA 2).

0 0,17%0,35

Zona Urbana de Exu

Legenda
- 10 - Wilson Moreira Saraiva
- 6-Nossa Senhora Aparecida
2-Gonzagdo
E 2-Centro

© 1-Sitio Cacimbas
|:] 0-Josimar Parente
[Jo-conab
:] 0-Manaca
|:| 0-Pinheira

s BR-232

Figura 2 — Densidade espacial dos cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum

na zona urbana e rural do Municipio de Exu.

4. DISCUSSAO

Apesar de muitas pesquisas estarem apontando um processo de mudanca na

epidemiologia espacial de LV e LT que, no passado, eram consideradas doencas
relacionadas ao meio rural no Brasil (WERNECK, 2008, BRASIL, 2017), o perfil de

distribuicdo temporal de ambas as doengas no municipio de EXU apresenta-se de caréater
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misto, sendo a maioria dos casos humanos tanto de LT quanto de LV ainda concentradas
no meio rural.

O numero de casos humanos de Leishmaniose Visceral no centro do municipio de
Exu, assim como no bairro Wilson Moreira Saraiva, pode estar intimamente associado a
quantidade de cées naturalmente infectados por L. infantum nesse mesmo bairro, uma vez
que Segundo Oliveira 2001, o cdo domestico é também um dos responsaveis pelo
aumento da incidéncia da doenga em humanos, tanto em escala espacial quanto temporal.
Além disso, o Canis familiares ainda € incriminado como sendo o reservatério de maior
relevancia epidemioldgica devido o alto parasitismo cutaneo que favorece a infeccéo dos
vetores bioldgicos e a manutencdo da endemicidade da doenga em humanos em éreas de
foco (MORENO e AVAR, 2002; GONTIJO e MELO, 2004; OMS, 2006; BELO et al
2013).

Por sua vez, o nimero de cdes naturalmente infectados por L. infantum nos bairros
Gonzagao e Nossa Senhora Aparecida e, ndo tendo havido nestes bairros nenhuma
notificagdo de caso humano de LV, estimula ainda mais o carater de vigilancia. Pois, de
acordo com Bevilacqua e colaboradores (2001) e Solano-Gallego (2009), a alta
frequéncia de caes infectados em uma localidade configura que a Leishmaniose Visceral
Canina (LVC) pode anteceder os casos de LV em humanos.

A maioria dos casos humanos de Leishmaniose da zona rural e da zona urbana do
municipio de Exu sdo na sua apresentacdo Tegumentar (BRASIL, 2018). Apesar disso,
nenhum dos cdes da zona urbana nem da zona rural de Exu foram positivos na PCR
convencional para Leishmania braziliensis. Portanto, faz-se necessario que mais estudos
sejam realizados para averiguar a participacdo destes animais ou de outros mamiferos
domésticos e silvestres na cadeia de transmissdo da LT em areas endémicas, como sugere
Brandao-Filho et al 2003 e Brito et al, 2012.

Assim como Marques (2017), que avaliou a dispersdo geogréafica da LVC no
oeste do Rio Grande do Sul e constatou que situacdo atual da LVC em alguns municipios
era de carater alarmante, 0 nimero de cdes naturalmente infectados por L. infantum no
municipio de Exu, sertdo do estado de Pernambuco, também sugere um maior
comprometimento dos setores de saude do municipio no que diz respeito a vigilancia em

salde.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do exposto, conclui-se que o diagnostico sorologico e molecular somados a
ferramentas de andlise espacial, contribuem para entender a dispersdo de Leishmania
infantum em uma area endémica. Ademais, € possivel concluir também que os casos de
Leishmaniose Visceral Canina no municipio de Exu podem estar intimamente
relacionados aos casos de Leishmaniose Visceral em humanos na mesma localidade no
tempo presente e, a fim de evitar casos futuros, a vigilancia em salde deve ser

intensificada no municipio.
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APENDICE 1

=5
UFRPE
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA E FISIOLOGIA ANIMAL
PROGRAMA DE P[OS GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL TROPICAL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da
Pesquisa intitulada “CARACTERIZAQAO MOLECULAR E ESPACIAL DE CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania spp NO MUNICIPIO DE
EXU, PERNAMBUCO, BRASIL.” , sob a responsabilidade do pesquisador MEDICO
VETERINARIO WAGNER WESLEY ARAUJO ANDRADE, a qual pretende avaliar a
dispersdo espacial de Leishmania spp em cées naturalmente infectados. Sua participacao
com seu animal é voluntaria e se dara por meio de coleta de 3 ml de sangue do seu animal.

Os riscos decorrentes da participacdo dos seu (s) animal (is) na pesquisa sdo
minimos ou inexistentes. Se vocé aceitar participar, os resultados decorrentes do estudo
com seu (s) animal (is) estard contribuindo para compreender a epidemiologia das
Leishmanioses no municipio de Exu.

Se depois de consentir em sua participacdo o (a) Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem prejuizo
a sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo tera despesas e também ndo recebera remuneracao. Os resultados
da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade e de seu (s) animal (is) ndo
serdo divulgadas, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr (a)
podera entrar em contato com o pesquisador no endereco Rua Dom Manoel de Medeiros
1000, pelo telefone (81) 33206441.

Consentimento Pés—Informacao

Eu, ,  fui
informado sobre o projeto “CARACTERIZACAO MOLECULAR E ESPACIAL DE
CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania spp NO MUNICIPIO
DE EXU, PERNAMBUCO, BRASIL.” que o pesquisador quer fazer e porque precisa
da minha colaboracéo, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do
projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser.

Este documento foi emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Data: / /

Assinatura do participante
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Impresséo do dedo polegar
Caso néo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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